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1. 緒 言 
 ヒト血清アルブミン(HSA、Mw: 66.5 kDa)は血漿蛋
白質の約 60 %を占める単純蛋白質であり、血流中で
は膠質浸透圧の維持のほか、各種内因性・外因性物
質の運搬、貯蔵の役割を担っている。溶血により血中
に遊離した鉄プロトポルフィリンⅨ(ヘム)も HSA のサ
ブドメイン IBにY161との軸配位を介して結合する 1)。
我々はその軸配位子をTyrからHisに変換し、HSAの
中にヘモグロビン(Hb)と類似のヘムポケットを構築す
ると 、得 られた組換えアルブミン -ヘム錯体
(HSA-heme)が、Hb のように酸素を吸脱着できる人
工ヘム蛋白質となることを明らかにしている 2)。一方、
スーパーオキシドジスムターゼ(SOD)は、O2－・を O2と
H2O2に不均化する酸化還元酵素であり、CuやMnイ
オンが反応活性中心としての機能を担っている。HSA
にHbのO2結合能を持たせることができるのであれば、
他の酵素の触媒活性も付与できるはずである。本研
究は、組換えアルブミン-マンガンプロトポルフィリンⅨ
錯体 (HSA-MnPP)およびアルブ ミ ン -銅錯体
(HSA-Cu)を合成し、その構造と SOD 活性の相関を
明らかにすることを目的とした(Fig. 1)。 
 
2. 結果と考察 
2. 1 HSA-MnPP の合成 
 MnPPがヘムと同様、HSAのサブドメイン IBに結合
しているものとして、部位特異的アミノ酸置換により配
位環境の調節を行った。まず、一重変異体として軸
配位子である Tyr-161 を疎水性の Leuや Glyに変更
した HSA(Y161L)、HSA(Y161G)を合成した。さらに
二重変異体として、182 位置にカチオン性アミノ酸で
ある Argを導入した HSA(Y161L /L182R)も合成した。
それぞれの組換えHSA変異体は、ピキア酵母を宿主
として産生した。HSA(wt)および各 HSA 変異体のリ
ン酸緩衝水溶液と MnPP の DMSO 溶液をモル比
1:1.1 で混合し、16hr 撹拌後、遠心ろ過により DMSO
を除き、各 HSA-MnPP錯体を赤色溶液として得た。 
2. 2 HSA-MnPP の軸配位構造 
 HSA(wt)-MnPP の UV-vis.吸収スペクトルには 563 
nmにQ帯の吸収がみられた(Fig. 2A)。リン酸緩衝水
溶液中の MnPP にフェノールが軸配位したスペクトル
と一致したことから、Tyr-161 が Mn に軸配位している
と考えられる。一方、3 種の変異体 HSA(Y161L、
Y161G、Y161L/L182R)-MnPP ではそのピークが約
10 nm 青方シフトした(Fig. 2B)。最大吸収波長 555 
nmが、溶液中のMnPP と一致したことから、MnPPは
アミノ酸残基と軸配位していないものと考えられる。 
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Fig. 1 Structure of (A) HSA(Y161L)-MnPP and (B) HSA-Cu. 
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Fig. 2 UV-vis. absorption spectra and schematic illustrations 
of (A) HSA(wt)-MnPP and (B) HSA(Y161L)-MnPP. 
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2. 3 HSA-MnPP の SOD 活性 
 各種 HSA-MnPPの SOD活性をシトクロム c(Cyt. 
c)法により測定した。HSA-MnPPのリン酸緩衝水溶
液(pH 7.8)に、キサンチン、カタラーゼ、Cyt. c、キ
サンチンオキシダーゼを添加後、UV-vis.スペクトル
を継時的に測定した。酵素非存在下および存在下
における Cyt. c(Fe2+)の生成速度 v0、viを算出し、
阻害率(=100×(1-vi/v0))50%における酵素濃度
(IC50)を決定した。 
 HSA(wt)-MnPP の SOD 活性は低い(IC50=109 
μM)が 、軸配位子であ る Tyr を 除去 し た
HSA(Y161L)-MnPPの IC50 は20 μMまで減少し、
SOD 活性は 5.4 倍に増大した(Table 1)。Y161 を
取り除くことにより、O2－・の不均化反応が MnPP の
両面で起こるためと推察される。一方、ポケット内に
カチオン性の Argを導入した HSA(Y161L/L182R) 
-MnPP は、HSA(Y161L)-MnPP と同等の SOD 活
性を示した。ヘムポケット周辺にカチオン性アミノ酸
残基がいくつか存在するため、効果が現れなかった
と推察される。 
 
 
2. 4 HSA-Cu の合成 
 HSA のリン酸緩衝水溶液と CuCl2 水溶液をモル
比 1:1で混合し、HSA-Cu溶液を得た。Cu2+はHSA
の N末端の 3残基(N-terminal site, NTS)と強く結
合することが知られている。UV-vis.吸収スペクトル
には、HSA の N 末端に結合した Cu2+由来のピーク
が 525 nm に出現し、モル比 1:1 で飽和した。過剰
な Cu2+は Subdomain IA と IIA の間にある
Multi-metal binding site(MBS)に結合し、650 nm
に吸収を示した。 
2. 5 HSA-Cu の構造 
 HSA-CuのESRスペクトルには 4本の超微細分裂
が観測され、そのパラメータは既報と近い値を示し
た(Table 2)。また、配位子に窒素原子を含むことを
示す超々微細分裂が観測された。Cu(II)錯体の配
位構造とESRパラメータの相関から、HSA-Cu錯体
は、4 つの窒素が配位した Cu(II)(錯体平面四角
形構造)を持つ“タイプ 2 銅蛋白質”であることが確
認された。 
 
 
2. 6 HSA-Cu の SOD 活性 
 HSA-Cu錯体の IC50値は 0.7 μMときわめて低く、
非常に大きな SOD 活性を有することがわかった
(Table 1)。HSA(Y161L)-MnPP錯体に比べてもさ
らに 30倍高く、よく知られているMnT4PyPと同等の
SOD活性を示した。さらに、stopped-flow法により反
応速度定数(kcat)を測定したところ、1×10
7(M-1s-1)
とMnT4PyPと同等の値となった。光・熱安定性、水
溶性に優れたHSAにCu2+を結合したHSA-Cuが、
SODの良いモデルとなることがわかった。 
 
3. 結 言 
 HSA(wt)、HSA 変異体(Y161L、  Y161G 、
Y161L/L182R)にMnPPを結合させることにより、安
定な HSA-MnPP を合成し、その配位構造と SOD
活性の相関を明らかにした。Y161 軸配位子を除去
し た HSA(Y161L)-MnPP の SOD 活性は 、
HSA(wt)-MnPPに比べ、5.4倍に増大した。さらに、
HSA-CuはMnT4PyP と同等の非常に高い SOD活
性(IC50=0.7 μM)を示した。HSA に MnPP および
Cu
2+を結合した HSA-MnPP、HSA-Cu が高い SOD
活性を有することを実証した。 
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Table 1 SOD Activities (IC50 and kcat) of various HSA 
-MnPPs and HSA-Cu. 
Compound IC50 (μM) kcat (×10
7
 M
-1
s
-1
) 
HSA (wt)-MnPP 109  
HSA (Y161L)-MnPP 20  
HSA (Y161G)-MnPP 32  
HSA (Y161L/L182R)-MnPP 20  
HSA-Cu 0.7 1.0 
MnT4PyP 0.8 1.4 
Table 2 ESR parameters observed for frozen solution of 
HSA-Cu in HEPES (60 mM, pH8.1) containing ethylene 
glycol at -150 ℃. 
Compound g∥ (-) g⊥ (-) A∥ (G) 
HSA-Cu 2.178 2.052 216 
HSA-Cu
a)
 2.183 2.051 216.8 
a) M. Valko et al. J. Psys. Chem. B 1999, 103, 5591 
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